izolalasa és detektalasi modszerei

Dr. Kovacs Arpad Ferenc
2016.10.5
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ATTEKINTES (1)

nyugvd vagy

akivalt_seit

(o)

apoptotikus sejt

(o)
o O

aktivalt vagy tumor sejt

Gyorgy et al 2011



ATTEKINTES (2)

. lzolaldsi modszerek

1.

A o

Differencial centrifugalas

Sdr(ség gradiens centrifugalds (szukréz vagy iodixanol)
Méret-eloszldsos/kizardsos kromatografia — SEC, gEV
Ultrafiltracio

Precipitacios modszerek —PEG, PROSPR

Magneses szeparalas

Fluoreszcencia aktivalt vezikula szeparalas - FAVS

II. Detektalasi modszerek

1.

O NOUAEWN

Aramlasi citometria- FC
Elektronmikroszképia — TEM/SEM
Atomerémikroszépia - AFM

Rezisztiv pulzus érzékelés — qNano IZON
Dinamikus fényszéras - DLS
Nanopartikulum kovetd analizis - NTA
Mikrofluidika

Raman spektroszkopia

FEHERJEMINTAZAT

REFRAKTIV INDEX

FEHERJE ES NUKLEINSAV
TARTALOM

ATMERO



|. EXTRACELLULARIS VEZIKULAK 1ZOLALASI MODSZEREI



IZOLALAS (1)

—_—
i In vitro rendszerek

Sejtkultura

3D sejttenyészet
Szoveti explantatum
Transwell rendszer

W

O NOLAEWN R

Human / allat mintak

Plazma

Vizelet

Nyalminta
Perikardialis folyadék
Szinovialis folyadék
Malignus ascites
Magzatviz

Anyatej

Kalra et al 2016



IZOLALAS (2)

Vezikula tulajdonsagok kiaknazasa az izolalas soran

Vezikulak biofizikai tulajdonsagai (Exo<MV<AB) Vezikulafelszin fehérjemintazata
Differencial centrifugalas Magneses szeparalas
S(ir(iség gradiens centrifugdlas Fluoreszcencia aktivalt vezikula szeparalas - FAVS

Méret-eloszlasos kromatografia — SEC
Ultrafiltracio



. 1 DIFFERENCIAL CENTRIFUGALAS (1)

Legszélesebb korben alkalmazott és standardizalt izolalasi modszer

1. Sejtmentesit6
Centrifugdlas

1000 g

2. Apoptotikus test

3. Mikrovezikula frakcid

frakcio elvalasztas elvalasztas |
2500 g 15 perc | .+ 1112500 g 20 perc

Pellet 2:
Apoptotikus testek

+ 0,8 um filter szdrés

4. Exoszoma frakcio

elvalasztas | |

Pellet 3:

100000 g 70 perc

+ 0,2 um filter szdrés

&

Pellet 4:

Mikrovezikuldk 4 Exoszdémak

\]

v

Sodar et al 2016, Torrano et al -2016, Mork et al — 2016



. 1 DIFFERENCIAL CENTRIFUGALAS (2)




I. 2 SURUSEG GRADIENS CENTRIFUGALAS

—_—

Ultracentrifugalas szukrdz vagy iodixanol sir(iség gradiensen, EV alpopulaciok elktlonitésére

Centrifugalas

v [

u gradiens

>

Szacharoz

Frakciogydjtés

Frakcio 1
Frakcio 2

>

UV abszorpcié

-
A 260

e
o

4

Frakcio 1

4

Frakcio 2

Frakcl6 2
Frakel6 1
v
2 3 % 3

Frakcioszam

Szeberényi, 2014



l. 3 MERET ELOSZLASOS KROMATOGRAFIA

—_—

Hatékony és gyors mddszer, eltavolitja a szennyezb agensek nagy részét; kevés mintamennyiség dolgozhaté fel

ore e 0.%.0
"0 ®.
o.: A
L]
O b0
A %
e® &
[}
=
o]

Szennyezodés

EV

Effluens térfogat

Gél gyongy

ey
g W ¥V @ @ Mork et al. -2016




l. 4 FILTRACIO

®
EV minta — ® ~ &
TV RN =i —— N o— | S— N w—

Szlrt vezikula— ®

minta T

0,1um  0,2um 0,8 um




l. 5 POLIMER ALAPU 1ZOLACIOS MODSZEREK

Kevésbé tiszta EV populaciot izolaléd maddszer: polimér interferencia, illetve szolubilis faktor szennyez6dés

Exoquick (System Bioscience) EXO QUiCk

Serum
PIasrpa Exosome
Ml Precipitation

Bt

Ef;:::;f_ 7 u! ﬁ : Add PEG
Total exosome Isolation Kits (Life Technologies) = Py -
I"h_z': I"-x__,"'l PEG nol-.-r:Erit retwark

Urine exosome RNA Isolation Kit (NORGEN, Biotek Corp.)

NORGE

5 CORP

Torrano et al -2016



. 6 AFFINITAS MODSZEREK (1)

—_—

A vezikulafelszin egy adott specifikus fehérje alapjan specifikus EV alpopulacio izolalasa

EV

Elaw® \/CD9, CD63, CD81,

\}*? — — g:g dFS!OW CD31, HLA-G, Rabsb

® Antitest i{é fg f? / Blotin -:.omu:at;d Capture Antibody
felismert EV |49 Mosas - Elticié = __k ol ./ T -

; @3 9B 9B i
. mas Ev ’ l ‘:0:‘:‘03""‘0 comiral Ryer

' A% s )\'.'.
2 25

Antitest



. 6 AFFINITAS MODSZEREK (2)

A vezikulafelszin egy adott specifikus fehérje alapjan specifikus EV alpopulacio izolalasa

2
Q@
o%
“
a® ; 8 ] ; @ ;
o" *“ s? 9
o" @ - o < & 0 < 8o
] °e v
9 g
° ° % & 8 o
® 9 4 O s ©
o
Magneses gyongy Specifikus Fellluszé Mosas és

hozaadas kotodés eltavolitasa elucioé



|. 7 ARAMLASI CITOMETRIA




. 7 FLUORESZCENCIA AKTIVALTA VEZIKULA SZORTOLAS
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Higginbotham et al 2016



Il. EXTRACELLULARIS VEZIKULAK DETEKTALASI MODSZERE]



DETEKTALAS (1)

WB (western blot analizis)

Fehérje tartalom / 0sszetétel

"Populacios” szintd MS (tomegspektrometria)
vizsgalatok Fehérje/lipid arany meghatarozas Protein/lipid assay
Nukleinsav tartalom / 6sszetétel PCR
FACS (aramldsi citometria) konvencionalis és
Fényszorason alapuld optikai magas felbontasu
modszerek DLS (dinamikus fényszoras)

NTA (nano tracking analysis)

FACS (dramlasi citometria)

"Individualis” szintl fluoreszcens mikroszkdpia

vizsgalatok Fluoreszcens optikai médszerek STED mikroszképia (szuperrezoldicids
fénymikroszkdpia)

F-NTA (fluoreszcens nano tracking analysis)

TEM (transzmisszids elektronmikroszképia)

Nem optikai modszerek AFM (atomerd mikroszkopia)

Impedancia alapu flow cytometria

Pallinger, 2016



DETEKTALAS (2)

Vezikuldk mérete (Exo<MV<AB)

Aramldsi citométer
NTA
TRPS
DLS

Vezikula fehérjetartalom

EV array — protein microarray
Tomegspektrometria
Western Blot

Vezikulafelszin fehérjemintazata

Aramlasi citométer— PS, tetraspanin detektalds
ELISA

Vezikula nukleinsav tartalom

mMiRNS
MRNS
DNS



I1. ARAMLASI CITOMETRIA- FACS

FLOW CYTOMETRY

Konvencionalis citométer — BD FACSCalibur
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Van der Pol et al - 2013



1. KEPALKOTO ARAMLASI CITOMETRIA - IMAGESTREAMX
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Headland et al 2014



I1. MAGAS FELBONTASU ARAMLASI CITOMETRIA

'TITRELIE N . x . ——

CD45 Ab47




1. ARAMLASI CITOMETRIA

DIFFERENCIAL DETERGENS LizIS

EDTA control RA SF RA SF OA SF RA SF RA SF
L +Triton  © ok : *
X D +Triton
=Emﬂ w0 %—',no W WE céw“ w2 w0t ! nga To! -mz w1t =3mo Rty céwa LM P e 7]
SSC SSC SSCH
Isotype control OA plasma OA plasma OA SF RA SF RA SF
+Triton | : .
L +Triton -«
" = —_—
Cél_ln 10! "'wz 1w 1ed : SIDO wl e ¥ E
SSC
Triton +
’ -
. L)
‘. 5
. O ™

Gyorgy et al 2011



Il. TRANSZMISSZIOS ELEKTRONIKROSZOPIA - TEM

Transzmisszids elektronmikroszkdpos felvételek, BALB/c thymus eredet(i
A: sejtek, B: apoptotikus testek, C: mikrovezikuldk, D: exoszémak



1. TEM és ATOMERO MIKROSZOPIA

ExoszOma

Buzdas et al 2014



Il. TEM — PLAZMA MINTA

—_—

Izolalas el6tt Izolalas utan CD9* jelolés

Vogel et al 2016



I1. PASZTAZO ELEKTRONMIKROSZKOPIA - TSEM

Transzmisszios modban

450
400 —_—
350
300
o 60000
§ 250 a > so000 |
gZOO 540000 ! ,
‘“150 200 nm ;;,‘30000 “_ ‘
= \
100 M 2 20000
50 10000 ¢
0
0 -|l|||||l.-|ll.-||.|II|I||II||| ‘l.. $§§§$ °o?§§,§{,°
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 Position /nm

Diameter /nm Figure 4. Example of the TSEM image of the sample PS_bim

(table 2). Upper inset: 5-fold magnification of the main image
showing an individual 315 nm PS particle. Lower inset shows the
corresponding TSEM signal profile together with the threshold level
indicating the particle boundary.

Nicolet et al 2016



I1. KONFOKALIS MIKROSZOPIA

TEM KONFOKALIS

%

uy

40

A [um) A . N\ = " (um)

Figure 3. A visualization of extracellular vesicles. (a) A transmission electron micrograph showing extracellular vesicles
(EVs) isolated from HEK293T cells. Note the lipid bilayer-enclosed vesicle characteristic of EVs. Bar, 100 nanometers.

(b) Live-cell confocal microscopy of human embryonic kidney (HEK) 293T cells expressing palmitoylated GFP (PalmGFP).
Plasma membranes are labeled with PalmGFP, allowing the observation of bud-like structures on the cell surface
(subpanel 1), suggesting their subsequent release as EVs. Released PalmGFP-EVs were readily observed around the
microenvironment of 293T-PalmGFP cells (subpanel 2).

Zabarowski et al 2016, Familiari et al 2015



Il. REZISZTIV PULZUS ERZEKELES - TRPS




Il. REZISZTIV PULZUS ERZEKELES - TRPS
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TUNABLE RESISITVE PULSE SENSING
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Mork et al. -2016, Van der Pol et al 2013



II. PROTEIN-LIPID ARANY ASSAY

A MH-S derived vesicles B THP-1 derived vesicles C BV-2 derived vesicles
1.0+ 1.04 . 1.04 :
,S 2 L] L
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i ﬂ.ﬁ' % i 0-" . v g u-" : v
§ 04 L= g0 v § 04 ;
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o 0,24 f o 0,2 é—. o 0.2+ —?—
0.0 : 0.0 0.0
Lipid | 0.31:0.05 | 0.28+0.07 | 0.65:0.12 | Lipid | 0.34:0.08 | 0.43+0.19 | 0.93+0.28 | Lipid | 0.28:0.05 | 0.29:0.06 | 0.89:0.24 |
(1g/mt) APO MV EXO (ng/mL) APO MV EXO (ug/mt) — apo MV EXO
D combined protein/lipid ratios E Combined protein F Combined lipid
- ¥
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g T LT s EY | wE e
Lipid | 0.31+0.03 | 0.3340.04 | 0.85+0.12 | Protein| 0.21+0.02 | 0.14+0.02 | 0.19£0.02 | Lipid | 0.31+0.03 | 0.3320.04 | 0.85+0.12 |
(he/mb) —apo MV EXO (e/mb) — Apo MV EXO (we/mbl) — Apg MV EXO
Fig 3. Protein to lipid ratios of EV subpopulations. Protein to lipid ratios are presented for APOs, MVs, and EXOs isolated from MH-S (A), THP-1 (B), and
BV-2(C) cell lines (data represent > 3 independent experiments for each EV type from all cell lines). Combined protein to lipid ratios obtained using EVs A =4 % R2x1

gomb

derived from MH-S, THP-1, BV-2, Jurkat, U937 as well as from human blood plasma are shown (D) (results of > 12 independent experiments each EV type).
Combined protein (E) and lipid concentrations (F) for the above cell line derived and blood plasma derived EVs are also shown. Mean values are represented
by horizontal lines, and standard error means (SEMs) are indicated by error bars. The mean values + SEM of lipid and protein concentrations (ug/mL) of
conditioned media are reported below each respective EV subpopulation.

Osteikoetxea et al 2015



11. DINAMIKUS FENYSZORAS- DLS

—_—

DYNAMIC LIGHT SCATTERING

Méreteloszlas

C D
300 300
200 200
2 2
g g
Z 100 ‘ Z 10
o = ‘ I d I.-‘ AL o PR | I | I&
1 10 100 1000 1 10 100 000
E R({nm) F R(nm)
&xi0” Bxig
Be1p’ Bx10
E_. 10 ";; 4110
210 2010 /\
] A 0
1 10 100 1000 1 10 100 1000
R(nm) R(nm)

4

‘/- 7
Intenzitas

Intenzitas

Lézerforras

Id6
Palmieri et al 2014



I1. NANOPARTIKULUM KOVETO ANALIZIS- NTA

NANOPARTICLE TRACKING ANALYSIS Il ’

Vezikula szam felmérése és méreteloszlasa

Liquid
A metalized
surface
Laser beam ; ;
] (Approx. 50 um wide) Particles to be viewed
E are suspended in liquid
——
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o
“ 3
9
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10
=N
1
100 200 300 400 500 600

Size nm

Mork et al. -2016, Dragovic et al 2011



Il. WESTERN BLOT
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Il. TOMEGSPEKTROMETRIA

—_—
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Pocsfalvi et al 2014



Il. PROTEIN MICROARRAY

ELISA alapu mddszerek
Exosearch
Immunochip

Specifikus kvantifikacioja EV alpopulacidoknak nagy szamu
mintaban

Példaul: CD9, CD63, CD81

Akar: 10ul plazmabdl

Torrano et al -2016



Il. ELISA

Egy id6ben sok minta feldolgozasara ad lehet6séget

Szubsztrat

Antigének P
| ""” N

Mosas Mosas S Mosas

l |

_ / \_ J (- J AN
Immunoplate Els6dleges Antitest Inkubacio HRP szubsztrat
EV kifogas Specifikus vezikula HRP-vel jelolt hozzdadasa

Fehérje ellen Masodlagos Antitesttel



Il. RAMAN SPEKTROSZKOPIA (1)

Spectrometer
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Il. RAMAN

SPEKTROSZKOPIA (2)
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Kirchner et al 2011



OSSZEGZES (1)

1 01 0 ’ ' v T ’ T v T Y .r';‘
TRPS, NTA —g— Centrifugilas elott
Seme=® Centrifugalds utan

Magas felbontasu

108 aramlasl citométer
Vizualizalas
Konvenclonalis Magas
arambas] citométer ateresztSképes - - +

- seégli modszer

Koncentracio (partikulum/ mL)
o
2,
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Detekcids
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Van der Pol et al. 2015



MESSAGE TO TAKE HOME

A rendelkezésre allé izolalasi és detektalasi modszerek palettaja lehetdvé teszi a kiilonb6z6
extracellularis vezikula populacidk és alpopulaciok elkiilonitését és jellemzését. Ennek feltétele a
vizsgalati minta ismerete, a bioldgiai kérdés valamint az adott minta potencialis szennyez6dési
faktorai fliggvényében torténé izolalasi és detektaldsi modszerek kivalasztasa/ egyiitt

alkalmazasa.



EV szerepe a kardiovaszkularis megbetegedésekben: 2016. 10. 26
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